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Beschreibung 

Bei Dispersionen von Phospholipiden in entsprechenden Konzentrationen in waBrigen Medien bilden sich 
Lipiddoppelschichten aus, die sich zu vesikularen Partikeln zusammenschlieBen. Im einfachsten Fall liegen 
mehrere Phospholipid-Bilayer konzentrisch umeinander und schlieBen dabei jeweils cinen waBrigen Zwischen* 
raum ein. Diese Lipidvcsikcl werden multilamellare Vesikel (MLV) oder allgemein Liposomcn gcnannt Mit 
geeigneten Herstellungsmethoden kflnnen auch Liposomen hergestellt werden, die aus nur einem Phospholipid- 
Bilayer bestehen, welches einen waBrigen Kern einschlieBt VereinbarungsgemaB differenziert man zwischen 
drei Typen von Liposomen, die sich hinsichtlich ihrer GrtJfle und ihrer Anzahl an Bilayern unterscheiden: 

multilamellar vesicles (MLV): 0,5 — mehrere urn 

small unilamellar vesicles (SUV): 0,02 — 0,05 jim 

large unilamellar vesicles (LUV): 0,06 — 0,5 u.m 



Man kann die Liposomen als Zweiphasen-Systeme betrachten, wobei eine waflrige Phase von einer Lipidpha- 
se, die aus den Kohlenwasserstoffketten der im Bilayer zusammengelagerten Phospholipide besteht, einge- 
schlossen wird Diese Tatsache erdff nete unter anderem die Mdglichkeit, sie im therapeutischen Bereich, namlich 
als WirkstofftrSger, einzusetzen. Dabei k6nnen wasserldsliche Wirkstoffe in die waflrige Phase und lipidldsliche 
Wirkstof fe in die Lipidphase der Liposomen eingebaut werden, Med. Phys. 9, 149 - 1 75, (1982). 

Liposomal verkapselt wurden bisher eine sehr groBe Anzahl unterschiedlicher Wirkstoffe und Wirkstoffgrup* 
pen, wie z. B. Antibiotika (Gentamycin), Steroide (TriamcinoIinX Cytostatika (Cisplatin), Fungizide (Amphoteri- 
cin B), Proteine (Insulin), Anti-Tumormittel (Adriamycin). Die Wirksamkeit dieser wirkstoffhaltigen Liposomen 
konnte an in vitro-Untersuchungsmodellen und auch in in vivo- Untersuchungen gezeigt werden. 

Bei alien aufgefQhrten Beispielen wird die Fahigkeit der Liposomen ausgenutzt, Wirkstoffe unterschiedlich- 
ster Art zu verkapseln und im Blutkreislauf zu transportieren. 

Seit Anfang der sechziger Jahre wurde in tierexperimentellen Untersuchungen festgestellt, daB es nach 
Infusionen/Injektionen von in waBriger L&sung dispergierten Phospholipiden zu einem Anstieg der Konzentra- 
tionen an freiem Cholesterin im Serum kommt, Drug Res. 24, 1 1 - 16, (1974); J.Lipid Res. 1, 343 -348 (I960); J. 
Path. Bact 94, 77-87, (1967); J. Lab. k Clin. Med. 56, 30-37, (I960); Artery 1, 106- 1 14, (1975) und FEBS Letters 
233, 143- 147, (1988). AuBerdem wurde gefunden, daB es nach einer Langzeit-Behandlung von atheroskleroti- 
schen Kaninchen mit Phospholipid-Dispersionen und mizellaren Phospholipid-Ldsungen zur Regression athe- 
rosklerotischer Plaques in den Aortenwanden kommt. 

Bei keiner der bekannten Untersuchungen erfolgte eine Analyse der Lipidartikel mit Untersuchungsmetho- 
den wie z. B. Licht- und Elektronenmikroskopie. Aufgrund der in der Literatur beschriebenen Herstellungsme- 
thoden waren die daraus resultierenden Phospholipid-Dispersionen hinsichtlich Aufbau und Grflfle der Partikel 
jedoch sehr heterogen. 

Ziel der Erfindung ist es, wirksame Mittel zur Behandlung von Atherosklerose zu entwickeln. Die Aufgabe 
wird durch die Bereitstellung eines Mittels zur Behandlung von Atherosklerose, enthaltend wirkstofffreie, 
Uberwiegend unilamellare Phospholipid- Liposomen, gelfist. 

Durch die intravendse Applikation der Liposomen wird kOrpereigenes Cholesterin aus den unterschiedlich- 
sten Geweben mobilisiert und aus dem KBrper entfemt Der therapeutische Eff ekt der wirkstoff f reien Phospho- 
lipid-Liposomen liegt im Abbau der atherosklerotischen Plaques in den GefaBwanden. 

Bei einem therapeutischen Einsatz der erfindungsgemaBen Phospholipid -Liposomen ist ihre Homogenitat in 
GrdBe und Aufbau von entscheidender Bedeutung. Bevorzugt wird eine mittlere TeilchengrdBe der Phospholi- 
pid- Liposomen von 50 bis 120 nm, besonders bevorzugt 50 bis 80 mm. 

Liposomen vom Typ LUV bzw. SUV sind auch deshalb von Vorteil, weil sie eine wesentlich hdhere in vivo und 
in vitro-Stabilitat als Liposomen vom Typ MLV besitzen. Bedingt durch ihre spezielle Herstellungstechnik (z. B 
Ultraschall) haben Liposomen vom Typ SUV den Nachteil, daB sie nur mit erheblich grfiBerem Aufwand 
herzustellen sind und man auch keine so homogene Dispersion wie bei Liposomen des Typs LUV erhalt 

Die Phospholipid- Liposomen der vorliegenden Erfindung werden bevorzugt intravente appliziert 

ErfindungsgemaB werden bevorzugt unilamellare Phospholipid-Liposomen zu therapeutischen Zwecken ein- 
gesetzt,die aus natOrlich vorkommenden Phospholipiden, Oberwiegend aus Ei- oder Soja- Phospholipiden herge- 
stellt werden. Die eingesetzten Phospholipide enthalten Polyenyl-Fettsaurereste mit 14-24 Kohlenstoffatomen. 

Die der Erfindung zugrundeliegenden wirkstofffreien Liposomen kdnnen aus folgenden Phospholipiden 
hergestellt werden: 

1. Phospholipide und Phospholipidgemische, wie sie aus Soja oder Ei gewonnen werden, z.B. Gemische 
unterschiedlicher Zusammensetzung aus Phosphatidylcholin und Phosphatidylethanolamin mit einem An- 
myetme nger MengCn anderer U P ide oder Lipidklassen, wie z. B. neutrale Upide, Glycolipide und Sphingo- 
id* ? ie V?^ r . Pkt 1 beschrieben en Lipide durch katalytische Hydrierung chemisch modifiziert in unterschied- 
lichen Hydnerungsgraden. 

3. Phospholipide natQrlichen Ursprungs, wie sie aus Soja oder Ei und anderen biologischen Materialien 
gewonnenwerden kfinnen, so z. B. Phosphatidylcholin (PC). Phosphatidylethanolamin (?E% Phosphatidyl- 
glycerol (PG), Phosphaudylmosit (PI), Phosphatidylserin (PS), Phosphatidsaure (PA1 
4 Synthetische und halbsynthetische Phospholipide mit definierter Fettsaurezusammensetzung wie z.B. 
Di-palmitoylphosphatidylchohn (DPPC). Di-stear yl-phosphatidylch lin (DSPC), Stearoyl-palmitoyl- 



DE 40 18 767 Al 



1 



phosphatidylch lin (SPPC), Di-palmit yl-phosphatidylethanolamin (DPPE), Di-stear ylphosphatidyleth- 
anolamin (DSPE), Di-myristoyl-phosphatidylserin (DMPS), Di-oleyl-phosphatidylcholin (DOPC) und alle 
physikalisch moglichen Mischungen der einzelnen Substanzea 

Zusatzlich zu den aufgefuhrten Phospholipidcn kSnnen bei der Herstellung wirkstofffreier Liposomen andere 
Lipide und lipidartige Substanzen als Hilfsstoffe eingesetzt werden. Dazu gehdren beispielsweise die als Anti- 
oxidantien wirkenden Tocopherole, Tocopherolester und Ascorbylpalmitat und auch Stearylamin und Dicetyl- 
phosphat, die zur Erzeugung einer Oberflachenladung auf den Liposomen eingesetzt werden. 

Die beschriebenen Liposomen kdnnen mit einer ganzen Reihe unterschiedlicher Methoden hergestellt wer- 
den. 

a) Hochdruckhomogenisierung, 

b) Extrusion durch Polycarbonatmembranen, 

c) Mikrofluidisierung, 

d) Extrusion durch Keramik-Filtermodule, 

e) Detergens-Dialyse, 

f) Ldsungsmittel-Injektion, 

g) Reverse-Phase Evaporation* Methode (REV), 

h) Calciuminduzierte Fusion, 

i) EtheMnfusionsmethode, 

j) Kombination mehrerer Herstellungsmethoden : 
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L Hochdruckhomogenisierung mit anschlieBender Extrusion durch Keramikfilter (d) oder PC-Membranen 
(b) 

2. Mikrofluidisierung mit anschlieBender Extrusion durch Keramikfilter (d) oder PC-Membranen (b). 25 

Zur Herstellung von wirkstofffreien Liposomen konnen als waBrige Phase bzw. Hydratisierungsmedien neben 
einfachen Salzl6sungen (z. B. physiologische NaCl) alle fur einen physiologischen Einsatz geeigneten waDrigen 
L6sungen und Puffer benutzt werden (wie z. B. Kohlenhydrat- und Glycerin -haltige Lfisungen). 

Mit Ausnahme von Herstellungsmethode (h) sind alle aufgefahrten Lipide bei den anderen Methoden einsetz- 30 
bar. Bei den Methoden (a-d) und (j) verlauft die Herstellung der Liposomen generell in zwei Schritten. Im 
ersten Schritt werden Phospholipide in einem waDrigen Medium dispergiert Dazu wird eine enuprechende 
Menge Phospholipid entweder in einen Rundkolben oder in ein Becherglas eingewogen und mit der waBrigen 
Phase (z, B. physiologische Kochsalzldsung, 2,5%-ige Glycerinldsung, 5%-ige Sorbitl6sung) versetzL Die Di- 
spergierung des Phospholipids wird so vorgenommen, dafl bei Raumtemperatur 2 Stunden geschQttelt wird oder 35 
die Dispersion 15-30 min am Rotationsverdampfer bei mittlerer Umdrehungszahl bewegt wird. Eine weitere 
Mdglichkeit der Dispergierung besteht darin, Lipid und waBrige Phase 10 min bei Raumtemperatur mit einem 
Ultraturrax (bei 5000 Umdrehungen/min) zu behandeln. Bei den so durchgefilhrten Dispergierungen bilden sich 
Liposomen vom Typ MLV, die eine sehr groBe Verteilungsbreite hinsichtlich ihrer Teilchengr6Be besitzen. Die 
auf die oben beschriebene Art und Weise hergestellten Phospholipid- Dispersion en werden danach einem der 40 
unten aufgefflhrten Herstellungsprozesse unterworfen. 

a) Hochdruckhomogenisierung 

Die Lipid-Dispersion wird in einem handelsiiblichen Hochdruckhomogenisator 5-50 min bei einem Druck 45 
gr8Ber als 50 bar umgewfilzt 

b) Extrusion durch Polycarbonat-Membranen 

Das dispergierte Phospholipid wird mit Hilfe eines Extruders jeweils mehrmals durch Polycarbonat-Membra- 50 
nen mit unterschiedlichen. kontinuierlich kleiner werdenden Poren bei Drucken zwischen 1 und 40 bar gepreflt 

c) Mikrofluidisierung 

Ein handelsublicher Mikrofluidizer wird eingesetzt, urn aus der Phospholipid- Dispersion die gewfinschten « 
Liposomen herzustellea 
Die Dispersion wird dazu in mehreren Zyklen bei Drucken groBer als 150 bar homogenisiert 

d) Extrusion durch Keramikfiltermodule 

Nach der Dispergierung des Phospholipids wird die MLV-Dispersion mit Hilfe einer Pumpe so haufig durch 
einen Keramikfilter mit Porenweiten von 0,2 - 1 ( 0 \im gepumpt, bis die ge wflnschte TeilchengrSBe erhalten wird. 

j) Methoden-Kombination 

Bei der Kombination von Hochdruckhomogenisierung und Mikrofluidisation mit den beiden Extrusionsver- 
fahren dienen die Extrusionen dazu, die Verteilungsbreiten derTeilchengrdBen der Dispersionen zu verbessern. 
Bei den folgenden Methoden zur Herstellung von U posomen des Typs LUV wird nicht Ober die Vorstufe der 
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MLV-Bildung gegangen: 

e) Detergens-Dialyse 

5 Das Phospholipid und ein dialysierbares Detergens, wie z. B. Na-Cholat oder Octylglucosid werden in einem 
organischen LOsungsmittel (z. B. CHCb) aufgeldst In einem Rundkolben wird durch Entfernen des L6sungsmit- 
tels ein Film gebildet Der im Vakuum getrocknete Film wird mit dem entsprechenden Hydratisierungsmedium 
von der Kolbenwand abgeldst Es bildet sich eine mizellare Losung, die Mischmizellen aus Phospholipid und 
Detergens enthalt Das Detergens wird mit Hilfe eines Plattendialysators flber eine geeignete Dialysemembran 

to aus der L6sung entfemt und es bilden sich Liposomen vom Typ LUV. 

g)REV-Methode 

Die Phospholipide werden in organischen Ldsungsmitteln aufgeldst, zu dieser Lfisung wird die entsprechcnde 
15 waBrige Phase gegeben. Durch Behandlung mit Ultraschall wird eine homogene Emulsion hergestellt Durch 
Entfernen des organischen L6sungsmittels am Rotationsverdampf er werden die Liposomen gebildet 

h) Liposomenbildung (LUV) durch Calciuminduzierte Fusion 

20 Diese Methode ist beschrankt auf den Einsatz von sauren Phospholipiden wie z. B. PA, PG und PS. In einem 
ersten Verfahrensschritt werden zunachst, z. B. durch Ultraschall-Behandlung von Phospholipid-Dispersionen, 
Liposomen vom Typ SUV gebildet Durch Zugabe von Ca 2+ enthakenden Ldsungen fusionieren diese Liposo- 
men zu multilamellaren Vesikeln. Diese Vesikel k6nnen durch Zugabe von EDTA in Liposomen vom Typ LUV 
Oberfahrt werden. 

25 

i) Ether-Inf usionsmethode 

Bei dieser Art der Liposomenherstellung werden die entsprechenden Phospholipide in Diethyl- oder Petrolet- 
her aufgeldst Diese Ldsung wird dann in eine waBrige Phase injiziert deren Temperatur hSher liegt als die 

30 Siedepunktstemperatur des benutzten Ethers. Mit dem Verdampfen des Ethers (kann auch im Vakuum bei 
niedrigerer Temperatur vorgenommen werden) bilden sich Liposomen vom Typ LUV. 

Nach der Herstellung der wirkstofffreien Liposomen werden diese routinemaBig hinsichtlich ihrer GrdBe, 
GrdBenverteilung und ihres Aufbaus analysiert 
Zur Bestimmung des mittleren Teilchendurchmessers und der entsprechenden Verteilungsbreite wird die 

as Photonenkorrelationsspektroskopie (PCS) herangezogen. Dazu mOssen die Liposomenproben mit dem Hydrati- 
sierungsmedium in einen fur die Messung gQnstigen Konzentrationsbereich gebracht werden. In einem handels- 
ublichen Gerat z. B. Autosizer II C der Fa. Malvern, wird dann das Laserstreulicht in einem Beobachtungswinkel 
von 90° gemessen. Die gemessenen Streulicht-Intensitaten werden mit Hilfe mathematischer Modelle in mittlere 
Teilchendurchmesser umgerechnet 

«o Der Aufbau (Lamellaritat) der hergestellten Liposomen wird mittels Transmissionselektronenmikroskopie 
nach Negativkontrastierung untersucht, Biophys. Acta 557, 9-23 (1 979). Die Abb. 1 und 2 zeigen eine elektro- 
nenmikroskopische Aufnahme sowie die GrflBenverteilung (PCS-Messung) von Liposomen, die gemaB Beispiel 
2 hergestellt wurden. 

Das der Erfindung zugrundeliegende Ziel, wirkstofffreie Liposomen zur Behandlung von Atherosklerose und 
45 anderer Stoffwechselkrankheiten, wie z. B. Hypercholesterinamie einzusetzen, ist vdllig unabhangig von der 
jeweiligen Herstellungsmethode der verwendeten Liposomen. Mit alien der in den Beispielen aufgefQhrten 
Liposomen laBt sich eine Mobilisierung von kdrpereigenem Cholesterin erzielen. 

Sowohl aus den oben geschilderten Grunden der Homogenitat und Stability der Liposomen-Dispersionen als 
auch aus Untersuchungen mit gemaB Beispiel 21 hergestellten multilamellaren groBen Liposomen (MLV) ergibt 
so sich, dafl zur Erreichung des angestrebten therapeutischen Effekts wirkstofffreie Liposomen mit mittleren 
TeilchengrdBen von 50 bis 120 nm am besten geeignet sind. 

Wie in Untersuchungen zur cholesterinmobilisierenden und antiatherosklerotischen Wirkung unilamellarer, 
wirkstofffreier Liposomen gezeigt werden konnte, (Beispiele 21 u. 22) sind Liposomen mit Teilchengrdflen 
unterhalb 200 nm deutiich effektiver als grfiBere. Dabei stellen sich liposomen als biologisch besonders aktiv 
55 heraus, die gemaB Beispiel 1 3 hergestellt wurden und eine Teilchengr&Be von nur 60 nm besaBen. 

Von Vorteil ist im besonderen auch noch, daB die eingesetzten Phospholipide und die meisten zur Liposomen- 
herstellung benutzten Hilfsstoffe seit vielen Jahren in handelsQblichen Fettemulsionen zur parenteralen Ernah- 
rung eingesetzt wurden. Die physiologische Unbedenklichkeit der verwendeten SubsUnzen ist damit gew&hrlei- 
stet 

eo Untersuchungen mit i. v.-applizierten, wirkstofffreien Liposomen (hergestellt gemaB den Beispielen 1 -20) 
haben deren antiatherosklerotische, cholesterinmobilisierende Wirkung unter Beweis gestellt Als Untersu- 
chungsmodelle dienten Kaninchen, wobei in einer Versuchsreihe mit einer Standarddiat ernahrte Tiere einge- 
setzt wurden. In der zweiten Versuchsreihe wurden dagegen Here eingesetzt, die nach einer 14w6chigen 
FOtterung mit emer cholesterinreichen Diat (03 g Cholesterin/Tag) eine Atherosklerose entwickelt haben. 

65 Beiden Untersuchungsgruppen wurden wirkstofffreie Liposomen L v. appliziert 

Die Ergebnisse der beiden Versuchsreihen zeigen einen deutlichen, therapeutisch nutzbaren Effekt L v.-appli- 
zierter, wirkstofffreier Phospholipid-liposomen. Durch intravendse Injektion der erfindungsgemaBen Liposo- 
men wird kOrpereigenes Cholesterin mobilisiert und im Blutkreislauf in der LDL-Cholesterin-Fraktion transpor- 
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tiert Neuere Untersuchungen (Perspectives in Biology and Medicine 27, 3 (1984) zeigen, daD das Cholesterin von 
den wirkstofffreien Liposomen im Austausch gegen Phospholipid unter Vermittlung der Lipoproteine aufge- 
nommen wird. Ober den Metabolismus dieser cholesterinreichen liposomen gibt es noch keine genaueren 
Untersuchungca In den Tierversuchen wurde abcr auch gezeigt, daB eine Behandlung mit wirkstofffreien 
Liposomen Qber einen langeren Zeitraum zu einer deutlichcn Vcrminderung atheroskler tischer Ablagemngen 
in den Gef aflwanden ftlhrt Der Hauptschwerpunkt beim therapeutischen Einsatz der wirkst fffreien Liposomen 
liegt deshalb in der Regression atherosklerotisch bedingter GefaBschadigungen. Die Wirksamkeit der Liposo- 
men tst unabhangig von der Methode ihrer Herstellung, so daB alle in den Beispielen aufgefOhrten liposomen 
eingesetzt werden kOnnen und zu einem therapeutisch nutzbaren Ef fekt f Qhren, wobei das AusmaB der Chole- 
sterinmobilisierung und dam it der therapeutische Nutzen bei der Verwendung unilamellarer Liposomen mit 
einer PartikelgroBe unter 120 nm deutlich zunimmt 

Beschreibung der Figuren 

Fig. 1 zeigt eine elektronenmikroskopische Aufnahme der erfindungsgemaBen Liposomen (hergestellt nach 
Beispiel 2). 

Fig. 2 zeigt die GrdBenverteilung (PCS-Messung) von Liposomen (hergestellt gemaB Beispiel 2) . 

Fig. 3 zeigt den Cholesterin-Gehalt im Serum in Abhangigkeit der Anwesenheit von Liposomen (60 nm), 
Liposomen (200 nm) und mizellarer Dispersion. Kontrollc ist eine 0,9% ige NaCI-L&sung. 

Fig. 4 zeigt den Phospholipid -Gehalt im Serum in Abhangigkeit der Anwesenheit von Liposomen (60 nm), 
Liposomen (200 nm) und mizellarer Dispersion. Als Kontrolle dient eine O^Voige NaCl-Ldsung. 

Fig. 5 zeigt den LDL-Cholesterin-Gehah in Abhangigkeit der Anwesenheit von Liposomen (60 nm), Liposo- 
men (200 nm) und mizellarer Dispersion. Als Kontrolle dient eine 0.9%ige NaCI-Losung. 

Beispiele 

Die Beispiele 1 bis 20 beschreiben die mdglichen Herstellungsverfahren und -bedingungen fttr die erfindungs- 
gemaBen wirkstofffreien Liposomen. 

Beispiel 1 

20 g Soja-Phospholipide werden in einen 2-1-Rundkolben eingewogen, dazu werden 200 ml O^Voige NaCI-Lo- 
sung gegeben. An einem Rotationsverdampfer wird das Phospholipid bei 100 Umdrehungen/min 30min, bei 
einer Wasserbadtemperatur von 40° C, vollstandig dispergiert 

Danach wird die Dispersion in einen Extruder eingeftillt und bei 20-25°C nacheinander jeweils zehnmal 
durch Polycarbonatmembranen (Fa. Nuclepore) der folgenden Porenweiten gepreBt: 1,0; 0,8; 0,6; 0,4 und 0,2 um 
Zur Extrusion wird N2-Gas benutzt ein maximaler Druck von 10 bar wird nicht flberschritten. Im AnschluB an 
die Extrusion wird durch einen Tiefenfilter (0,2 u.m) sterilfiltriert 

Beispiel 2 

100 g Ei-Phospholipide und 269 mg a-Tocopherol werden in einen 2-I-RundkoIben eingewogen und in 500 ml 
CHCb aufgeldst Das Losungsmittet wird im Wasserstrahlpumpenvakuum bei 40°C abgezogen. Der gebildete 
Lipidfilm wird zusatzlich 12 Stunden im Olpumpenvakuum bei 40°C getrocknet Der getrocknete Lipidfilm wird 
mit 200 ml 2,5%iger Glycerinlosung analog zu Beispiel 1 dispergiert Die Lipid-Dispersion wird in einem 
Hochdruckhomogenisator 20 min bei 300 bar homogenisiert Im AnschluB an die Hochdruckhomogenisierung 
wird die Dispersion sterilfiltriert 

Beispiel 3 

50 g Ei-Phospholipide werden in ein 200 ml-Becherglas eingewogen. Dazu werden 100 ml 5%iger Sorbit-Lo- 
sung gegeben. Dispergiert wird durch eine 10-minQtige Behandlung mit einem Ultraturrax-Gerat bei 5000 
Umdrehungen/min Danach wird mit 5%iger Sorbitlfisung auf ein Gesamtvolumen von 200 ml eingestellt Diese 
Dispersion wird mit einem Mikrofluidizer 10 min bei 600 bar im Umlaufverfahren bearbeitet 

Beispiel 4 

2,0 g Soja-Phospholipide und 5mg oTocopherol werden in einem 500 ml-RundkoIben eingewogen und in 
CHCb aufgeldst Nach Abziehen des Losungsmittels im Wasserstrahlpumpenvakuum wird noch 12 Stunden im 
Olpumpenvakuum bei 40°C getrocknet AnschlieBend wird der Lipidfilm mit 200 ml 2£%iger Glycerinldsung 
analog zu Beispiel 1 vollsUndig dispergiert Diese Dispersion wird im Hochdruckhomogenisator 5 min bei 
600 bar umgewalzt und anschlieBend sterilfiltriert 

Beispiel 5 

40 g Ei-Phospholipide und 107 mg a-Tocopherol werden in ein Becherglas eingewogen und 100 ml 2,5yoige 
G^cennlfisung dazugegeben. Die Dispergierung wird mit einem Ultraturrax vorgen mmen (10 min, 
SOOOU/min), danach wird mit Glycerinlosung auf 200 ml aufgefQilt Die Dispersion wird in einen Extruder 
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umgefullt und genau wie in Beispiel 1 behandelt 

Beispiel 6 

250 mg DPPC wcrden zusammcn mit 319 mg Oktylglucosid in einen 250 ml-Rundk Ibcn eingcwogen (lipid/ 
Detergens-Verhaltnis — 03) und in 50 m) CHCb aufgeldst Das L6sungsmittel wird im Olpumpenvakuum 
getrocknet Nach Zugabe von 10 ml physiologischer Kochsalzldsung entsteht eine Ware Ldsung. Diese Ldsung 
wird 4 h lang in einem Plattendialysator gegen 0,9%ige Kochsalzldsung dialysiert 

Beispiel 7 

250 mg Soja-Phospholipide werden zusammen mit 430 mg Na-Cholat (Lipid-Detergens-Verhaltnis - 1,0) in 
CHCI3 aufgeldst Der getrocknete Lipidfilm (Beispiel 6) wird in 2,5% Glycerinldsung aufgenommen und 4 h 
gegen die gleiche Ldsung dialysiert 

Beispiel 8 

1,0 g Ei-Phospholipide und 2,5 mg a-Tocopherol werden zusammen mit 1,2 g Na-Cholat in CHCI3 aufgeldst 
(Lipid-ZDetergens-Verhaitnis - 1,0). Nach Abziehen des Ldsungsmittels und Trocknung des Lipidfilms wird 
diese in 10 ml 5%iger Sorbitldsung aufgenommen, diese Ldsung wird 4 h dialysiert 

Beispiel 9 

100 g Ei-Phospholipide, 5 g Stearylamin und 100 mg a-Tocopherol werden in einem 2 I-Rundkolben in CHCI3 
aufgeldst Nach Abdampfen des Ldsungsmittels wird der Lipidfilm im Vakuum getrocknet und in 1 1 0,9%iger 
NaCI-Ldsung am Rotationsverdampfer bei 40°C 2 h dispergiert Diese Dispersion wird mit Hilfc einer Pumpe so 
oft durch ein Keramikfiltermodul (Ceraflo™) mit einer Porenweite von 0,2 u.m gefdrdert, bis sich die gewunsch- 
te TeilchengrdBe eingestellt hat. 

Beispiel 10 

4,0 g Phosphatidylcholin (PC) und 0,2 g Dicetylphosphat werden in 100 ml Ethanol aufgeldst Diese Ldsung 
wird mittels einer Spritze in 13 1 O^Voige NaCI-Ldsung gespritzt Die entstehenden Liposomen werden durch 
Ultrafiltration bis auf eine Phospholipid-Konzentration von 50 mg/ml ankonzentriert 

Beispiel 11 

2,5 g Ei-Phospholipide und 2,5 g hydrierte Ei-Phospholipide werden in einem 2 l-Rundkolben in 600 ml eines 
Gemisches aus Isopropylether/Chloroform (1:1) aufgeldst Dazu werden 100 ml einer waBrigen 5%igen Sorbit- 
losung gegebea Diese Preparation wird 1 h in einem Ultraschallbad behandelt, bis eine homogene Emulsion 
entstanden ist Aus dieser Emulsion wird das Ldsungsmittel am Rotationsverdampfer abgezogen, worauf sich die 
Liposomen bilden. 

Beispiel 12 

100 mg Soja-Phospholipide werden in 30 ml Diethylether geldst. Diese Ldsung wird mit Hilfc eines Infusoma- 
ten in eine 60°C warme 03%ige NaCI-Ldsung mit einer Geschwindigkeit von 0,2 ml/min injiziert Gleichzeitig 
mit dem Verdampfen des Ldsungsmittels bilden sich unilamellare Phospholipid- Liposomen. 

Beispiel 13 

30 g Ei-Phospholipide werden in ein Becherglas eingewogen, dazu werden 200 ml 0^%ige NaCI-Ldsung 
gegebea Das Phospholipid wird mit einem Ultraturrax 10 min bei 5000 U/min dispergiert Die Dispersion wird 
mit 0,9%iger NaCI-Ldsung auf 300 ml aufgeffllit Danach wird in einem Hochdruckhomogenisator bei 45°C und 
560 bar 30 min homogenisiert AnschlieQend wird die Dispersion mit Hilfe eines Extruders zehnmal durch eine 
Polycarbonatmembran der Porenweite 0,050 u.m gepreBt und sterilf iltriert 

Beispiel 14 

45 g Ei-Phospholipide werden in ein Becherglas eingewogen. Nach Zugabe von 350 ml 0^%iger NaCI-Ldsung 
wird 10 min mit einem Ultraturrax bei 5000 U/min dispergiert Die Dispersion wird anschlieBend in einem 
Hochdruckhomogenisator 5 min bei Raumtemperatur und 500 bar behandelt und danach sterilfiltriert 

Beispiel 15 

45 g Ei-Phospholipide werden unter den gleichen Bedingungen wie in Beispiel 14 bearbeitet Nach der 
Hochdruckhomogenisierung wird die Dispersion mehrmals (mindestens 10 Umlaufe) durch einen Keramikfilter 
(Ceraflo™) mit der Porenweite 0,2 jtm gepumpt und anschlieBend sterilfiltriert 
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Beispiel 16 

35 g Ei-Phosph lipide werden mittels eines Ultraturrax bei 5000 U/min 5 min in WVoiger Glycerin-Ldsung in 
10 m M Tris x HCl, pH 7,5, dispergiert Die Dispersion wird mindestens lOmal durch einen Keramikfilter der 
Porenweite 0,2 \im gepumpt und anschlieBend sterilfiltriert 5 

Beispiel 17 



100 g Ei-Phospholipide und 269 mg a-TocopheroI werden gemaB Beispiel 2 behandelt. Nach der Hochdruck- 
homogenisierung wird die Dispersion entweder mit Hitfe eines Extruders zehnmal durch eine Polycarbonat- 10 
membran der Porenweite 0,1 u.m oder mit einer Pumpe durch einen Keramikfilter der Porenweite 0,2 urn 
gepumpL 

Beispiel 18 

15 

2,0 g Ei-Phospholipide werden in einem 500 ml-Rundkolben mit CHCh aufgelast Das Lbsungsmittel wird im 
Wasserstrahlpumpenvakuum entfernt und der entstandene Lipidfilm 12 h im Olpumpenvakuum bei maximal 
40° C getrocknet Der Lipidfilm wird in 150 ml 0,9<y<>iger NaCl-L&sung gemaB Beispiel 1 dispergiert Diese 
Dispersion wird in einem Mikrofluidizer 5 min bei Raumtemperatur und 850 bar behandelt und anschlieBend 
sterilfiltriert 20 

Beispiel 19 

2,0 g Ei-Phospholipide werden gemaB Beispiet 18 bearbeitet. Nach der Mikrofluidisierung wird die Dispersion 
entweder mittels eines Extruders zehnmal durch eine Polycarbonatmembran der Porenweite 0,1 jim gepreflt 23 
oder zehnmal durch einen Keramikfilter mit der Porenweite 0,2 (im gepumpt. Das Endprodukt wird dann 
sterilfiltriert 



Beispiel 20 

30 

50 g Ei-Phospholipide werden gemaB Beispiel 3 bearbeitet, nach der Mikrofluidisierung wird mit der Disper- 
sion analog zu Beispiel 19 verfahren. 

In den Beispielen 21 und 22 wird die Anwendung der wirkstofffreien Liposomen als Mittet zur Mobilisierung 
von Cholesterin und zur Regression atherosklerotischer Plaques beschrieben. 

35 

Beispiel 21 



In einem Tierexperiment wird die Wirkung von Liposomen, hergestellt gemaB den Beispielen 13 und 15, mit 
einer handelsilblichen mizellaren Phospholipid-Dispersion und einer MLV-Praparation verglichen. Die vier 
Dispersionen werden je 6 mit standarddiaternahrten Kan inch en in gleichen Dosierungen intravenos appliziert, 40 
eine Kontrollgruppe (n - 6) erhalt physiologische KochsalzlSsung. Vor der Injektion und zu 5 Zeitpunkten nach 
der Injektion werden Blutentnahmen vorgenommen. Folgende Serumparameter werden bestimmt: Gesamtcho- 
lesterin-Konzentration, LDL-Cholesterin- Konzentration, Phospholipid- Konzentration. Die untersuchten Pro- 
ben hatten folgende PartikelgrdBen: Liposomen, Beispiel 13 - 60 nm; Liposomen, Beispiel 15 - 200 nm; 
mizellare Dispersion - < 10 nm; MLV-Praparation - >500 nm. In den Skizzen 1 -3 1st der zeitliche Verlauf 45 
der Konzentrationen der untersuchten Serumparameter dargestellt Daraus geht eindeutig hervor, daB die 
Liposomen mit einer Partikelgr&Be von 60 nm hinsichtlich der cholesterinmmobilisierenden Wirkung am effek- 
tivsten sind Nicht nur die Konzentration fur das Gesamtcholesterin im Serum, sondern auch die Konzentration 
der LDL-Cholesterin-Fraktion steigen gegenuber den anderen getesteten Dispersionen bei den 60 nm-Liposo- 
men Oberdurchschnittlich stark an. Die Hdhe und der zeitliche Verlauf der Serum-Phospholipid-Konzentration 50 
zeigt, daB die 60 nm-Liposomen deutlich linger im Blutkreislauf zirkulieren und damit auch linger therapeutisch 
nutzbarsind. 



Beispiel 22 

55 

Zu diesen Untersuchungen wurden atherosklerotische Kaninchen eingesetzt (n - 60). Die Atherosklerose 
wird in den Kaninchen durch eine Mwdchige Ernahrung mit einer cholesterinreichen Diat (0,3 g Cholesterin/ 
Tag) erzeugt Nach AbschluB dieser Ffltterungs- bzw. Atherosklerosephase haben die Tiere einen Plasmachole- 
sterin-Spiegel von ca. 1000 mg/dl Danach wird die cholesterinreiche Diat abgesetzt, innerhalb von 6 Wochen 
sinken die Cholesterin-Plasmaspiegel auf 200 - 300 mg/dl (Randomisierungsphase). Die Tiere werden in eine eo 
Kontrollgruppe und 2 Testgruppen zu je 20 Tieren eingeteilL Die Tiere der Testgruppen erhalten intravenOse 
Applikationen von Liposomen, die gemaB Beispiel 13 hergestellt wurden (Regressionsphase). 

Folgende Dosierungen wurden ausgewihlt: 

Gruppe 1 : 50 mg Ei*Phospholipid/kg Kdrpergewicht - ca. 1 ,0 g/Woche 65 
Gruppe 2: 200 mg Ei-Phospholipid/kg Kdrpergewicht - ca. 2,0 g/Woche 
Gruppe 3: Kontrollgruppe, physiologische NaCl 
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Die cntsprechenden Vohimina an Liposomen und physiologischer NaCI wurden 2x wochentlich in die Ohr- 
randvene injiziert Der gesamte Behandlungszeitraum betrug 16 Wochen. Danach wurden die Here alter drei 
Gruppen getdtet, die Aorten entnommen, planimetrisch und densitometrisch analysiert Als Vergleich wurden 
zusatzlich noch die Aorten von 20 normal ernahrten FCaninchen untersucht Mit Hilfe der rechnergesteueurten 
Analysenmethode wurde das AusmaB der atherosklerotischen GefaBschadigungen gemafi der Einteilung von 
Friedman et al (Lit 14) vorgenommen. 

Die Ergebnisse (Tabelle 1) zeigen einen deutlichen, dosisabhangigen antiatherosklerotischen Effekt der wirk- 
stofffreien Liposomen. Es kommt zu einer signifikanten Verringerung der atherosklerodschen Plaques, beson- 
ders ausgepragt bei der hohen Dosierung. 

Tabelle 1 



Anzahl Grad der 

der Here Atherosklerose 



normal ernShrte Tiere 20 0 

Gruppel 18 1.8(0,6-2.9) 

Gruppe2 17 1.1(0.0-33) 

Gruppe3 19 4,6 (42-5) 



Patentanspruche 

1. Mittel zur Behandlung von Atherosklerose, enthaltend wirkstofffreie, uberwiegend unilamellare 
Phospholipid-Liposomen mit einer mittleren TeilchengrdBe von 20 bis 200 nm. 

2. Mittel nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB die mittlere TeilchengrdBe der Phospholipid-Lipo- 
somen 50 bis 120 nm, besonders bevorzugt 50 bis 80 nm betragt 

3. Mittel nach Anspriichen 1 und 2, dadurch gekennzeichnet, daB die vorwiegend unilamellaren Phospholi- 
pid-Liposomen aus natiirlich vorkommenden Phospholipiden, bevorzugt aus Ei- oder Sojaphospholipiden 
hergestelh werden. 

4. Mittel nach Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet, daB die Phospholipide Polyenyl-Fettsaurereste mit 14 
bis 24 C-Atomen enthalten. 

5. Mittel nach Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet, daB die Phospholipide aus einem Phospholipidgemisch 
aus Phosphatidytcholin und Phosphatidylethanolamin mit einem Anteil geringerer Mengen anderer Lipide 
oder Lipidklassen bestehen. 

6. Mittel nach AnsprOchen 1 und 2, dadurch gekennzeichnet, daB die Phospholipid-Liposomen besonders 
aus synthetischen und halbsynthetischen Phospholipiden mit definierter Fettsaurezusammensetzung herge- 
stellt sind, ausgewahh aus der Gruppe Di-palmitoylphosphatidylcholin, Di-stearoyl-phosphatidylcholin, 
Stearoylpalmitoyl-phosphatidylcholin, Di-palmitoyl-phosphatidylethanolamin, Di-stearoyl-phosphatidy- 
lethanolamin, Di-myristoyl-phosphatidylserin, Di-oleyl-phosphatidylcholin sowie alle mdglichen physikali- 
schen Mischungen der einzelnen Substanzen. 

7. Mittel nach AnsprUchen 1 bis 6, dadurch gekennzeichnet, daB die Phospholipid-Liposomen aus Phospholi- 
piden bestehen, die durch katalytische Hydrierung aus den Phospholipiden der AnsprQche 3 bis 6 entstan- 
den sind. 

8. Mittel nach einem der AnsprQche 1 bis 7, dadurch gekennzeichnet, dafl die Phospholipid-Liposomen 
weitere Lipide oder lipidartige Substanzen als Hilfsstoffe enthalten. 

9. Mittel nach Anspruch 8. dadurch gekennzeichnet, daB die Hilfsstoffe Antioxidanzien sind, die aus der 
Gruppe Tocopherole.Tocopherolester und Ascorbylpalmitat ausgew&hlt sind. 

10. Mittel nach Anspruch 8, dadurch gekennzeichnet, daB die Hilfsstoffe ausgewahlt sind aus der Gruppe 
Stearylamin und Dicetylphosphat 

1 1. Verwendung von (lberwiegend unilamellaren Phospholipid-Liposomen zur Herstellung eines Mittels zur 
Behandlung von Atherosklerose. 
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